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　当所では，ヒトの多包性エキノコックス症血清診断に有
用な抗原の探索を目的として，人為的にコトンラットに感
染増殖させたE6砺π06000％∫唱曲〃oo％♂α廊（Em）の幼虫
組織（シスト）から作製したcDNA組換えファージライ
ブラリーを構築し，抗原タンパク質を含む各種遺伝子のク
ローニングを行ってきた1－5）．また，読換え抗原タンパク
質発現系を用いて組換え抗原タンパク質の生産も試みてい
る6・7）．このクローニングの過程で，ダイニン軽鎖をコー
ドするcDNAが得られた．ダイニンは，1963年に716〃α一
首吻侃αの繊毛で発見されたタンパク質で，微小管と相互
作用して滑り運動を生じることから，これまでは鞭毛・繊
毛運動の原動力を発生する運動性タンパク質とされてきた．
その由来から，鞭毛・繊毛ダイニンと呼ばれている．その
後，ダイニンは多くの生物種の細胞質内にも存在すること
が判り，こちらを細胞質性ダイニンと呼んで区別している．
細胞質性ダイニンは，神経系における物質伝達や体内各部
で必要とされる物質の輸送等に関わっている．両ダイニン
とも重鎖（分子量50万）と軽鎖（分子量2万～）からな
り，それらを構成するアミノ酸の数と組成は多様である．
重鎖にはATPアーゼ活性がある．一方，軽鎖には微小管
や膜小胞への結合や活性の調節をする機能があると考えら
れている．今回，我々は3個のダイニン軽鎖をコードする
クローンを分離し，それらのcDNAの解析を行ったので，
その結果について報告する．
方 法
　λTriplEX2ファージベクター（Clontech社）を用いて
作製したEmシスト（emc）と原頭節（emp）由来の
cDNAライブラリーからランダムに各々192個，336個の
プラークを分離した1－5）．Cre発現大腸菌BM25．8
（CIontech社）を用いてこれらのファージクローンを
pTriplEX2プラスミドに変換した．さらに大腸菌XL1－
Blueに導入してクローニングを行い，各クローンのプラ
スミドDNAをDNA自動分離装置PI－504（クラボウ社）
により調製した1－5）．なお，組換えられたcDNAの大きさ
は制限酵素E601～1及びX勿1で切断した後，アガロー
ス・ゲル電気泳動により確認した．cDNAの塩基配列は，
BigDye　Terrninator　Cycle　Sequencing　Ready　Reaction
Premix（Applied　Biosystems社）を用いたダイレクト
シーケンシング法により解析した．そのためにまず，
GeneAmp　PCR　2400（PerkinElmer社）を用いてダイレ
クトシーケンシング反応を行った．反応条件は，95℃10
秒間の前処理後，95℃10秒間，50℃5秒間，60℃4分間
とし，この反応を25サイクル行った．サイクルシーケン
ス反応産物は，ABI　PRISM　377シーケンサ（Applied
Biosystems社）を用いて解析した．得られた塩基配列
データについて，ホモロジー検索プログラムBLASTN
2．0．118）によりDDBJ／EMBL／GeneBankに登録されてい
るDNA塩基配列データと照合した．塩基配列とアミノ酸
配列データの解析にはGeneWorks　ver．2．5．1（lntel－
IiGenetic社）を使用した．
結果及び考察
　emc及びempライブラリーからランダムに分離したク
ローンの塩基配列を比較・検索したところ，多くの生物種
に存在するダイニン軽鎖（dynein　light　chain　1）と相同性
を持つcDNAクローンが3個得られた（以下，それらを
クローン番号を用いて，シスト由来のクローンをemc65，
原頭節由来のクローンを各々emp290及びemp367とし
た）．emc65とemp290の2クローンは塩基配列がわずか
1塩基の違いであったので，同一遺伝子由来のクローンと
考えられた．この1塩基の差は，シーケンス反応における
塩基の取り込みミスのためであると推測される．残りの1
クローンemp367は他の2個とは約70％の相同性で，配
列が異なることから，ダイニン軽鎖ファミリーの異なる遺
伝子由来と考えられた．emc65，　emp290及びemp367の
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塩基配列をFig。1に示した．
　3種類のダイニン話劇クローンの塩基配列が，マウス・
ラットのダイニン軽鎖と高い相同性が認められたことから，
多包虫由来か，あるいは宿主のラット由来なのか，塩基配
列レベルでの比較では判断がつかなかった．そこで，各ク
ローンのタンパク質コード領域を翻訳し，アミノ酸配列を
比較した．emp290とemp367がコードするダイニン軽鎖
はアミノ酸数がそれぞれ93個と92個で1残基の違いが認
められた（Fig．2）．両配列の相同性は79．6％であった．
これらとマウス9），ラット10），発芽酵母11）（翫00有処
。郷σ6s　o67θ砂癖磁，　Sc）及びEmと比較的近縁の日本住血
吸虫12）（S6忽5勿50”刎メ砂。％∫6瑚¢，　Sj）のダイニン嘉言につ
いて，アミノ酸配列レベルで比較したのがFig．3である．
また，それらの相同タンパク質の系統樹解析を行ったのが
Fig．4である．2つの図から，今回得られたクローンの推
定アミノ酸配列は，マウス及びラットのダイニン軽鎖との
相同性が高いことが示された．しかし，アミノ末端部分の
アミノ酸配列と長さは，マウス・ラットのものとは明らか
に異なる．特に長さに関しては，むしろ発芽酵母のダイニ
ン軽鎖に近い構造を持っていることが判明した．よって，
今回我々が得たダイニン軽鎖の2種3クローンは多包虫由
来であると考えられた．今後，これら3クローン由来の組
換えタンパク質の抗原性を含む種々の特性について検討す
る予定である．
　本研究は平成13～15年度に実施された重点領域特別研
究「遺伝子操作・細胞融合技術によるエキノコックス症診
断用抗原の生産」の一環として行われた．
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